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論 文 内 容 要 旨
芳 香 族 ア ミ ン系 癌 原 性 物 質,4一 メ チル ア ミノ ア ゾベ ンゼ ン(MAB)誘 導 体 の代 謝 活 性 化 は,活
性 体 の モ デル 化 合 物 と して合 成 され たN一 ベ ンゾ イ ル オ キ シーMAB(N-BzO-MAB)が 投与 局 所
に癌 を 発 生 させ る こと に よ り2一 ア セ チル ア ミ ノフル オ レ ン と同 様,N一 水 酸 化 さ らにそ の エ ス テ
ル 化 が 重 要 で あ る と推 察 され て い る。 しか しな が ら,N一 水 酸 化 体 お よび そ の エ ス テル 体 で あ るN
一 ア シル オ キ シ体 は生 体 に お け る代 謝 物 と して 検 出で き ず,ま たN一 水 酸 化体 は不 安定 と され 合成
に も成 功 して い なか った。
著 者 はPoirierら がMABの 究極 的 代 謝 活 性体 のモ デ ル 化 合物 と して 合成 したN-BzO-MABが
容 易 に ア ル カ リ加水 分解 を受 け,N-OH-MABを 生成 す るこ と,さ らに生 成 したN-OH-MA
Bは 溶 存 酸 素 に よ りす ば や く酸化 され,ニ トロ ン体 を経 て 二 トロ体 に分 解 す る こと を見 い 出 した 。
上 記 アル カ リ加水 分 解 時 に抗 酸化 剤 で あ る アス コル ビン酸 を 添加 し,N-OH-MABの 合成,単 離i
に成 功 した 。 同様 の 方法 に て癌 原 活性 の異 な る3'一 メ チ ル ーMAB,4Lメ チ ル ーMABの 各N一
水 酸化 体 の合成 に も成 功 した 。 さ らに,こ れ らN一 水 酸化 体 を原 料 と し,Schotten-Baumann反
応 を利 用 して生 体 内 で生 成 し う る究 極 的代 謝 活性 体,N一 ア セ トオ キ シ誘 導 体 の合 成 を 行 な った。
MAB誘 導体 の代謝 中間活性体,究 極 的 代謝 活 性体 と推察 され るN一 水酸 化 体 お よ び そ の エステル体
が合 成 され,こ れ ら化 合物 の化学 的性 質 お よ び生 物 学 的 活性 を検 索 す るこ とが 可能 とな った 。
.MAB,3一Lメ チル ーMAB,』4'一 メ チ ル ーMABお よ び各N一 水 酸 化 体,エ ス テル 体 の試 験 管
内で の ア ミノ酸,蛋 白,核 酸 との反 応 性 を比 較 す る と,期 待 通 りエ ス テ ル体>N一 水酸 化 体 〉母 化
合 物,ア ミ ン体 の順 に反 応性 に富 み,N一 水 酸 化 お よ び そ の エ ス テル 化が 代 謝 活 性 化 に重 要 な 過程
で あ る こ とを示 唆 した 。 エ ステ ル体 で あ るN一 アセ トオ キ シ体,N一 ベ ンゾ オ イ ル オ キ シ体 は,ア
ミノ 酸 で は トリプ トフ ァ ン,チ ロ シ ン,メ テ オ ニ ン,シ ス テ イ ン等 に よ く反 応 し,核 酸 で は2本 鎖
DNAよ り1本 鎖DNAに よ り反 応 した 。一 方,N一 水 酸 化 体 は ア ミノ酸 で は シス テ イ ンに特 異 的 に
反 応 し,核 酸 と の反 応 で は1本 鎖,2本 鎖 いず れ のDNAに 対 して も同 様 の反 応 性 を 示 した 。
1本 鎖,2本 鎖DNAに 対す るエステル 体 とN一 水 酸 化 体 の反 応 性 の 差 は,核 塩 基 へ の修 飾 が エ ス テル
体 の方 が ブ ロ ー ドで あ る こと を示 唆 して い る。 この こ とは,ア ゾ 色素 投 与 に よ り消失 時 間 の異 な る
肝 細胞 核 一 色 素 結 合 体 が 生成 す る こ と と関連 して い る もの と推 察 され る。
母 化 合物 ア ミ ン体 の ラ ッ トに対 す る癌 原 性 は,3Lメ チ ル ーMAB>MAB>4'一 メ チ ル ーMA
Bで あ る。 この 癌原 活 性 の差 を解 明 す る一環 と して 各N一 水 酸 化体 お よ び エ ス テ ル体 の成 分 に対 す
る反 応性 を 比 較 検 討 した が,こ れ ら反 応 性 には芳 香 環 メチ ル基 の影響 は は とん ど認 め られ ず,母 化
合 物 の癌原 活性 の差 を説 明 で きな か った 。






したN一 水酸化体およびそのエステル体の生物学的活性を知る一環 としてAmes法 による変異原性試
験を行なった。その結果,す べてのエステル体はサルモネラ菌TA98,TA100の 両菌に対して期待
通 り直接的変異原性を示すことが明 らかとなった。一方,母 化合物およびそのN一 水酸化体では直
接的変異原性は認められず,こ れらアゾ色素の標的臓器である肝臓の酵素での処理により,は じめ
て変異原性を示した。なお,各 母化合物間,N一 水酸化体間およびエステル体間では変異活性 に大
きな差は認められなかった。
最近,Kadlubarら は著者とは別途の方法により,N-OH-MABを 合成するとともに試験管内で




これ らの知見と今回得 られた母化合物,N一 水酸化体およびそのエステル体の生体成分への反応





細胞内における活性体 の生成量は試験管内でのN一 水酸化体およびそのエステル体 の生成量を直
接定量することにより推察できる。しかしながら,こ れ ら代謝物は非常に不安定であり、また極 く
微量しか生成 されないものと推察され,直 接的な定量はできなか った。また,MBA誘 導体から肝酵
素によって生成する変異原活性体が癌原活性体 と同一であるな らば,Amesの 変異原性試験を利用 し
てMABお よび芳香環メチル誘導体か らの活性体の生成量を比較することは容易である。 しか しなが
ら,MABの 変異原性発現には主解毒代謝物ど考えられている4一 ア ミノアゾベ ンゼン(AAB)等 が
関与 しており,こ の方法で癌原活性体への変換量を比較することはで きない。
一方,0一 ア ミノアゾ トルエン(OAT),3一 メ トキシー4一 アミノアゾベンゼン(3-MeO-
AAB)等 の癌原性1級 アミン型 アゾ色素類では,い ずれもその変異原性がそれぞれ肝 ミクロソーム
のチ トクロームP-450酵 素によ り与えられる各N一 水酸化体量に依存 し,ま た他の代謝物にはほ
とんど変異原性が観察されないこと,な らびに合成的に作られたN-OH-OATやN-OH一3一
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MeO-AAB等 は代謝活性化されることなく直接的な変異原 として働 くことな どか ら,こ の種の1
級ア ミン型色素の変異原性発現 は癌原性発現 と同一の代謝経路を経 るものと推察 される。すなわち,
これらアゾ色素類にみ られる癌原性の種差,性 差等を各動物の代謝活性化能 の点から比較検討する
にはAmes法 にるる変異原性試験は有効な手段であると思われる。
癌原性芳香族アミン類の最終的な活性化すなわちN一 水酸化体の0一 アシル化反応には硫酸,酢
酸およびアミノ酸抱合が知 られている。この最終的代謝活性化は各基質によ り異なり,2一 アセチ
ルアミノフルオレンのN一 水酸化体では硫酸な らびに酢酸抱合を,MABやABのN一 水酸化体では
硫酸抱合を,ま た4一 ヒドロキ シキノ リン1一 オキシ ドではセ リンの抱合をそれぞれ受け ることが
知られている。
そこで著者は2級 アミンのN一 水酸化体であるN-OH-MABの 誘導体および1級 ア ミンのN一
水酸化体であるN-OH-AAB誘 導体の変異原性発現機構の差,すなわち前者は代謝活性化され変異
原性を示す変異前駆体であり,後 者は直接的変異原であることを解析するために,い ずれの生物 に
も存在が予想 されるア ミノアうくルーtRNA合 成酵素:を用いて各N一 水酸化体に対するセりル化反
応を比較検討 した。
N-OH-AAB誘 導体では4Lメ トキシル体を除 くメ トキシル(MeO)誘 導体の2-MeO,3-
MeO,お よび2,5-diMeO体 でセリル化を受け,こ れらセ リル体は生理条件下,試 験管内で核 酸
のグアニン塩基と容易に反応 した。一方,2級 アミンのN一 水酸化体であるN-OH-MAB誘 導体
ではいずれもまったくセリル化を受けなかった。また,母 化合物 アミン体およびそれら芳香環水酸
化体もセ リル化を受 けなかった。
以上の結果から,サ ルモネラ菌に対するこれら1級 アミシのN一 水酸化体 と2級 ア ミンのN一 水
酸化体における変異原発現機構を考察すると,1級 ア ミンのN一 水酸化体では菌体酵素のアミノア
シル化酵素により最終的活性化を受け,菌 体内核酸を修飾 し,直 接的変異原として検出され,一 方
2級 ア ミンのN一 水酸化体では菌体酵素で最終的代謝活性化は行なわれず,変 異原前駆体 として性
格付けられることが理解 される。.
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審 査 結 果 の 要 旨
芳香族アミンの構造を有する医薬品,食 品添加物及び環境中物質は数多 く,こ れらの癌原性予知 ・.







MABの 活性化代謝体であるN-OH-MABを 合成することに成功レた。第2章 でこの合成法及びN
-OH-MABの 分解経程を化学的に追求 した結果並びにMAB現 メチル誘導体のN一 水酸化体及びそ'
れ らのアシル体の合成について報告した。
第3章 では合成したN一 水酸化体及びそのアシ～レ体のタンパク質及び核酸 との反応性をinvitro
で追求 しアシル体が核酸,特 にグアニン塩期と反応することを明かにし,ま た化学構造とその反応
性 との相関についても比較検討 した。
第4章 で述べ られているように母化合物のアゾ色素はいずれも肝酵素(S一 、9)により代謝を受
δた後に変異原性を示すのに対 しN-0一 アシル体は直接,強 い変異原性を示した。しかしN一 水
酸化体の場合には肝ホモジネー ト上清の添加により.始めて変異原性陽性 となった。このことか らM
ABはN一 水酸化体 となったのちアシル化を受けて始めて細菌の核酸を障害 し変異原性を示すことが
確認 された。
第5章 では第1ア ミン型の構造を有 している古典的な発癌剤であるo一 ア ミノアゾ トルエン(O
AT)のN一 水酸化体の合成並びにその変異原性を総括的に追求した。
第6章 では第1ア ミン型アゾ色素のN一 水酸化体の活性化経路が追求され,そ れがセ リル化酵素
によって媒介されるア ミノアシル化であることが確認された。以上 のことか ら第1ア ミンのN一 水
酸化体の細菌内での活性化はアミノアシル化によるものと推定された。
以上の知見は芳香族アミンの癌原姓発揮に対する基本的な概念の樹立に資するものであり博士論
文として評価 される。
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